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MENETELMA OLUEN KYPSYTTAMISEKSI 

Keksinnon kohteena on j at kuvatoiminen mene- 
telma oluen kypsyttamiseksi paakaymisen j a 1 keen, j ossa 
menetelmassa nuorolut johdetaan hi i van poiston j a kuu- 
mennuskasittelyn jalkeen bioreaktoriin, joka on tay- 
tetty kanta j a-aineella, johon hiiva on immobilisoitu. 
Keksinnon kohteena on myos j at kuvatoiminen kypsytysre- 
aktori, joka on pysty kolonnimainen lapivirtausreakto- 
ri, joka sisaltaa yhden tai useamman seulan, valipohjan 
tai laipan ja joka on taytetty kantaja-aineella, johon 
hiiva on immobilisoitu . 

Oluen valmistus kasittaa yleensa paapiirteis- 
saan seuraavat vaiheet: 

- viljan (yleensa ohran) mallastus idattamalla, 

- mallastetun viljan rouhinta mallasrouheeksi , 

- veden lisaaminen mallasrouheeseen maskin muo- 
dostamiseksi , 

- maskays tarkkelyksen ha j oittamiseksi kaymiskel- 
poiseksi sokeriksi , 

- muodostuneen vierteen erottaminen maskista, 

- vierteen keitto humalan kanssa maun ja tuoksun 
aikaansaamiseksi ja entsymaattisen toiminnan lopetta- 
miseksi , 

- vierteen selkiytys ja jaahdytys, 

- vierteen kayttaminen hiivalla glukoosin ja mal- 
toosin muuntamiseksi etanoliksi ja hiilidioksidiksi 
(paakayminen) nuor oluen muodostamiseksi , 

- nuoroluen kypsyttaminen ( jalkikayminen) seka 

- oluen suodatus, stabilointi ja astiointi. 

Oluen kypsyttaminen on tarkea vaihe oluen kyp- 
san ja tasaisen maun ja tuoksun (flavorin) muodostami- 
seksi . 

Olutta kypsytetaan perinteisest i varastoimalla 
nuorolutta paakaymisen jalkeen useiden viikkojen ajan 
alhaisessa lampotilassa . Tama vaatii suuria varastoin- 
tikustannuksia, josta syysta on kehitetty varastointia 
korvaava nopea j at kuvatoiminen menetelma oluen kypsyt- 



tanuseksi. Tassa menetelmassa nuoroluesta poistetaan 
, 1Va taVanomaisen Paakaymisen jalkeen, lampokasitel- 
laan nuorolut (esim. 80 - 90 °C, 5 - 15 min) j a sen 
Dalkeen kypsytetaan olut jaahdytyksen jalkeen (esim. 10 

15 °C) reaktorissa, jossa hiiva on immobilisoituna 
knnnitettyna kantaja-aineeseen. Lopuksi olut viimeis- 
tellaan, eli stabiloidaan ja suodatetaan tavanomaiseen 
tapaan. Viipymaaika j atkuvatoimisessa reaktorissa on 
suuruusluokkaa esim. kaksi tuntia. 

Lampokasittelyssa nuoroluen sisaltamasta a- 
asetolaktaatista muodostuu diasetyylia ja osittain 
myos asetoiinia. Diasetyyli maistuu oluessa jo pitoi- 
suutena 0,05 mg/1 j a silla on voimakas imela tai tof- 
feemainen maku ja tuoksu, joka on tunnusomaista kypsy- 
mattomalle tai nuorelle oluelle. Reaktorissa hiiva 
pelkistaa oluessa epamiellyttavan diasetyylin asetoii- 
mksi. Samalla myos eraat muut karbonyyliyhdisteet 
pelkistyvat, ja oluesta tulee hyvan makuinen. Asetoii- 
nin maku ja tuoksu on miedompi ja makukynnys, 50 - 
1000 mg/1, huomattavasti korkeampi kuin diasetyylin. 

Tunnettua tekniikan tasoa on kuvattu mm. seu- 
raavissa art ikkeleissa : European Brewery Convention^ 
Monografiassa XXIV, E . B . C . -Symposium Immobilized yeast 
applications in the brewing industry, Espoo, Finland 
October 1995 ( ISBN 3-4 18-0074 9-X) : E. Pajunen: Immobi- 
lized yeast lager beer maturation: DEAE-cellulose at 
Smebrychoff (sivut 24-40) ja I. Hyttinen: Use of po- 
rous glass at Hartwall brewery in the maturation of 
beer with immobilized yeast (sivut 55-65) . Edellisessa 
sovellutuksessa kanta j a-aineena hiivan immobilisoin- 
nissa on DEAE-selluloosa, johon on seostettu titaani- 
dioksidia ja polystyreenia; patentti julkaisussa US 
4915959 kuvataan samaa sovellutusta . Jalkimmaisessa 
sovellutuksessa kantajana on huokoinen lasi. Myos hy- 
vxn vahan tai ei lainkaan alkoholia sisaltavan oluen 
valmxstuksessa on kaytetty kolonnia, jossa hiiva 
immobilisoituna DEAE-selluloosaan (H. Lommi : Immobili- 



on 



zed yeast for maturation and alcohol-free beer, Bre- 
wing and Distilling International, May 1990, s.~ 22- 
23) . 

Nama sovellutukset toimivat teknillisesti hy- 
vin, ja tuotetun oluen laatu on hyva, samanlainen kuin 
perinteisella tavalla kypsytetyn oluen. Ongelmana tun- 
netuissa sovellutuksissa on kuitenkin kanta j a-aineiden 
ka Ileus . Kanta j a-aineen hankinta on huomattava inves- 
tointi, ja kalliin hinnan takia kantaja on tietyn 
kayttoajan jalkeen regeneroitava uudelleen kaytetta- 
vaksi . 

Perinteisessa sailiossa tapahtuvassa kypsy- 
tyksessa varastosailioihin on lisatty melko suuriko- 
koisia puuliuskoja, joiden pituus on esim. 400 - 500 
mm ja leveys 40 - 50 mm. Naiden tar koituksena on sitoa 
jonkin verran hiivaa ja edistaa nain oluen selkiinty- 
mista seka jossain maarin jalkikaymista . Kysymyksessa 
on tavanomainen hidas panosprosessi . Eraat panimot 
kayttavat tallaista menettelya edelleen, lahinna pe- 
rinteen j atkamiseksi . 

Etyylialkoholin tuotannon yhteydessa jatkuva- 
toimisella kaymisprosessilla hiivan immobilisointiin 
on kaytetty puukappaleita , esim. pyokkia (M. Moo- 
Young, J. Lamptey ja C.W. Robinson: Immobilization of 
yeast cells on various supports for ethanol producti- 
on, Biotechnology Letters 2 (1980) No. 12, s. 541-545) 
ja koivua (M.A. Gencer ja R. Mutharasan: Ethanol fer- 
mentation in a yeast immobilized tubular fermentor, 
Biotechnology and Bioengi nee ring 25 (1983) 22 43-2262) . 
Etyylialkoholin tuotto poikkeaa kuitenkin taysin oluen 
valmistuksesta : edellisessa on tavoitteena ainoastaan 
mahdollisimman tehokas kaymisprosessi , j alkimmaisessa 
on ensisijaista toivotun hyvan maun ja tuoksun kehit- 
taminen kaymisprosessin yhteydessa . 

Oluen valmistuksessa on pienessa mittakaavas- 
sa kokeiltu myos puulastuja paakaymisen yhteydessa 
hiivan immobilisointiin: J. Kronlof ja V.-P. Maatta: 



van 



Paakayminen oluen valmistuksessa immobilisoidun hii 
avulla, Malias ja Olut 1993, No 5, s. 133-147. 

Keksinnon tarkoituksena on poistaa edella 
mainitut epakohdat. 

Keksinnon tarkoituksena on tuoda esiin nopea 
jatkuvatoiminen oluen kypsytysmenetelma, jossa kanta- 
Da-axneeseen inunobilisoitu hiiva pienentaa diasetyylin 
pxtoisuuden tehokkaasti alle hyvaksyttavissa eleven 
makukynnyksen ja joka soveltuu kaytettavaksi tunnettu- 
Den oluen valmistusmenetelmien yhteydessa nuoroluen 
kypsyttamiseen. 

Edelleen keksinnon' tarkoituksena on tuoda 
esixn nopea, jatkuvatoiminen oluen kypsytysmenetelma, 
lossa hiivan kanta ja-aineena kaytetaan hinnaltaan 
edullista ja riskitonta kanta ja-ainetta . 

Lisaksi keksinnon tarkoituksena on tuoda 
esxm jatkuvatoiminen kypsytysreaktori menetelman to- 
teuttamiseksi . 

Keksinnon mukaiselle oluen kypsytysmenetel- 
malle on tunnusomaista se, mita on esitetty patentti- 

vaatimuksessa 1. 

Keksinnon mukaiselle kypsytysreaktorille on 
tunnusomaista se, mita on esitetty patenttivaatimuk- 
sessa 13. 

Keksinto perustuu suoritettuun tutkimustyo- 
non, jonka tarkoituksena oli soveltaa hiivan immobili- 
soxntxtekniikkaa oluen jalkikaymiseen ja kypsyttami- 
seen. Tassa yhteydessa havaittiin yllattaen, etta puu- 
partxkkelit soveltuvat erinomaisen hyvin kaytettavaksi 
kantaja-ameena hiivan immobilisoinnin yhteydessa. 

Keksinnon mukaisessa jatkuvatoimisessa oluen 
kypsytysmenetelmassa nuorolut johdetaan hiivan poiston 
Da kuumennuskasittelyn jalkeen bioreaktoriin, joka on 
taytetty paaasiassa puupartikkeleilla, joihin on immo- 
bxlxsoxtu hiivaa. Keksinnon mukaisen menetelman toi- 
mxntaperiaate on sama kuin teollisuudessa kaytettavien 
menetelmien, joissa kantaja-aineena on DEAE-selluloosa 



tai huokoinen lasi. Hiivan poisto ja muut jalkikasit- 
telyvaiheet toteutetaan kuten tunnetuissa menetelmis- 
sa . 

Keksinnon mukainen menetelma soveltuu eri- 
laisten oluiden, so. pohjahiivaoluiden seka pintahii- 
vaoluiden valmistukseen . Oluiden raaka-aineiksi sopi- 
vat mallas seka muut oluen valmistuksen yhteydessa 
tunnetut maltaita korvaavat tarkkelys- ja sokerilah- 
teet. Valmistettavien oluiden alkoholipitoisuudet ovat 
valilla 0 - 10 % ja kantavierrepitoisuus 5 - 20 %, jo- 
pa korkeampi, aina 30 % asti. 

Menetelmassa kantaja-aine voi muodostua minka 
kokoisista ja muotoisista puupartikkeleista tahansa, 
edullisesti melko pieniksi, suunnilleen tasakokoisiksi 
lastuiksi, tikuiksi tai minka tahansa saannollisen tai 
epasaannollisen kappaleen muotoisiksi pilkotuista par- 
tikkeleista. Part ikkeleiden suurin dimensio on paaasi- 
assa 1 - 100 mm, edullisesti 1 - 50 mm ja edullisimmin 
2-20 mm. 

Kaytettavien puupart ikkeleiden valmistukseen 
voidaan kayttaa mita tahansa lehtipuuta, esimerkiksi 
haapaa, pyokkia tai muuta vastaavaa. Partikkelit voi- 
daan valmistaa myos havupuusta. Kaytettava puulaji 
voidaan valita siten, etta sen sisaltamat aromiaineet 
vaikuttavat valmistettavan oluen makuun ja tuoksuun 
halutulla t aval la . 

Jat kuvatoimisessa reaktorissa osa hiivasta on 
immobilisoituneena kantajaan ja osa voi olla vapaasti 
suspendoituneena . Tavanomaiset tunnetut panimohiivat 
soveltuvat hyvin kaytettavaksi tallaisessa reaktoris- 
sa. Voimakkaasti f lokkuloituvilla hiivoilla saavute- 
taan kuitenkin nopeasti korkea hiivapitoisuus reakto- 
rissa ja hiivapitoisuus pysyy myos korkeana tehostaen 
reaktorin toimintaa . 

Hiivan immobilisoint i voidaan toteuttaa milla 
tahansa sinansa tunnetulla tavalla f esim. kuten pa- 
tenttijulkaisussa US 4915959 on kuvattu. 



Immobilisoidun hiivan maara reaktorissa voi 
vaihdella kuten alalia tunnetaan ja on edullisesti 10 6 
- 10 hiivasolua/1 cm 3 taytekappalepart ikkeleita . Hii- 
valla immobilisoitujen puupartikkelien kayttoika on 
muutama kuukausi, esim. 1 - 6 kk, jopa pitempi aina 1 
v saakka tai sen yli. 

Nuoroluen virtausnopeus reaktorin lapi ja 
viipymaaika reaktorissa vaikuttaa oluen diasetyylipi- 
toisuuteen. Nuoroluen virtausnopeus saadetaan sellai- 
seksi, etta riittava maara diasetyylia pelkistyy reak- 
torissa asetoiiniksi, jolloin diasetyylin pitoisuus 
valmiissa oluessa ei ylita hyvaksyttavaa makukynnysta . 
Nuoroluen virtausnopeus reaktorin lapi voi olla 0,05 - 
2 reaktoritilavuutta/h. Edullinen nuoroluen virtausno- 
peus on suuruusluokkaa 0,5-1 reaktoritilavuutta/h. 
Lampotila reaktorissa on 5 - 25 °C, edullisesti 5-20 
°C. Korkeampaakin lampotilaa voidaan kayttaa. 

Kypsytysreaktori voi olla paineistettu, jotta 
oluen hiilidioksidi pysyisi liuenneena reaktorissa . 
Vapaa hiilidioksidi saattaa haitata reaktorin toimin- 
taa. Kayttopaine voidaan valita lampotilan, halutun 
maun ja oluen laadun mukaan. 

Kypsyttamisen jalkeen olut voidaan jaahdyttaa 
haluttuun stabiloint ilampotilaan ja oluen jalkikasit- 
tely, kuten stabilointi, suodatus ja astiointi, voi- 
daan toteuttaa sinansa tunnettuun tapaan. 

Tayteaineena kaytettavat puupart ikkelit voi- 
vat edullisen hintansa vuoksi olla kertakayttoisia . 
Puupartikkeliden havittaminen on helppoa ja riskiton- 
ta. Tayteaine voidaan myos regeneroida kayton jalkeen, 
esimerkiksi kuumalla vedella, hoyryttamalla, pesulla 
tai muulla sopivalla kasittelylla . 

Tayteaineena kaytettavat puupart ikkelit voi- 
daan haluttaessa kasitella etukateen, ennen immobili- 
sointia. Puupartikkelit voidaan esim. pesta tai kasi- 
tella muulla halutulla tavalla. 

Keksinnon mukainen jatkuvatoiminen kypsytys- 
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reaktori on pysty kolonni, jossa lapivirtaus tapahtuu 

alhaalta ylos tai ylhaalta alas. Reaktorin halkaisija 

on suuruusluokkaa 1 , 5 ± 1 - 2 , 5 ± 1 m j a korkeus suu- 

ruusluokkaa 2,5 - 10 m. Kolonni voi olla varustettu 
5 yhdella tai useammalla seulalla, valipohjalla tai lai- 

palla, joilla estetaan puutaytekappaleiden poistumi- 

nen. Kolonni on taytetty paaasiassa puupartikkeleilla, 

joihin hiiva on immobilisoitu . 

Keksinnon etu aikaisempaan tekniikkaan ver- 
10 rattuna perustuu olennaisesti halvempaan kantajamate- 

riaaliin, jolla paastaan samaan lopputulokseen kuin 

kalliilla kanta j ilia . 

Puupartikkeleiden halpa hinta tekee myos re- 

generoinnin tarpeettomaksi . Kalliita kanta jia kaytet- 
15 taessa regenerointi on valttamatonta kantajan kaytto- 

ian pidentamiseksi . Regenerointi aiheuttaa suoria ja 

epasuoria lisakustannuksia . 

Puun etuna on myos se, etta luonnonmateriaa- 

lina siihen ei liity riskeja. 
20 Seuraavassa keksintoa kuvataan yksityiskoh- 

taisemmin oheisissa esimerkeissa . 

ESIMERKKI 1 

Koe j ar j estelyt : 

Rauchergold KL1-4 pyokkilastut (5 litraa) 
25 keitettiin ionivaihdetussa vedessa (5,5 litraa) tunnin 
ajan. Vesi poistettiin ja lastuja keitettiin 4 tunnin 
ajan 10 tilavuusprosenttisessa etanolissa. Alkoholi- 
liuos poistettiin ja lopuksi lastuja keitettiin 1 tun- 
ti ionivaihdetussa vedessa. 
30 Reaktori taytettiin 5,1 litran merkkiin asti 

marilla lastuilla. Reaktori koottiin ja autoklavoit iin 
121 °C 21 minuuttia yhteineen ja letkuineen. Jaahtymi- 
sen jalkeen reaktoriin pumpattiin let kupumpulla 3 lit- 
raa hiivasuspensiota 6 tunnissa. Reaktoriin syotettiin 
35 ilmaa noin 50 ml/min ja vierretta 100 ml/h yon yli 20 
°C:ssa. Taman jalkeen syotot lopetettiin ja reaktori 
siirrettiin 10 °C:een. 
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Prosessiin syotettavana nuoroluena kaytettiin 
immobilisoidussa paakaymisessa syntynytta nuorolutta, 
jossa visinaalisten diketonien kokonaispitoisuus bli 
noin 0,8 - 0,3 mg/ml . Paakaymisen jalkeen nuorolut 
suodatettiin Seitz K -suodatinpaperin lavitse autokla- 
voituun (121 °C, 20 min) 50 litran ravintola-astiaan, 
joka toimi jalkikaymisreaktorin syottoastiana. 

Prosessin kuvaus : 

Prosessi kasittaa nuoroluen lampokasittelyn, 
jaahdytyksen 10 °C:een, j alkikaymisen ( kypsytyksen) 
immobilisoidulla hiivalla ja tuotteen vastaanoton. 

Syottoastiasta nuorolut pumpataan lampokasit- 
telyyn kal vopumpulla (Prominent Mini Gamma) . Lampoka- 
sittely (80 °C, noin 60 min) tapahtuu ohutseinaisessa 
metallisessa viipymaput kessa, joka on 80 °C:ssa vesi- 
hauteessa. Lampokasittelysta poistuva olut virtaa- la- 
siseen j aahdytysvaippaan, missa se jaahtyy jalkikay- 
mislampotilaan 10 °C. Jaahtynyt olut virtaa reaktorin 
lapi alhaalta ylos . Reaktorin ylaosasta olut virtaa 
erotussuppilon kautta vastaanottoastiaan. Vastaanotto- 
astiana toimii 50 litran ravintola-astia . 

Analyysit : 

Syotettavasta nuoroluesta, lampokasitellysta 
nuoroluesta ja j alkikaytetysta oluesta analysoitiin 
visinaalisten diketonien kokonaismaara ( kokonais-VDK) , 
vapaat diketonit (vapaa-VDK), aromiaineet ja naennai- 
nen uutepi toisuus . Virtausnopeuden perusteella arvioi- 
tiin viipymaaika reaktorissa. Lisaksi oluen vari ana- 
lysoitiin 2 kertaa koejakson aikana. 

Tulokset: 

Viipymaajat reaktorissa on esitetty taulukos- 
sa 1. Reaktorin ollessa taytettyna 5,1 litran merkkiin 
asti nestetilavuus reaktorissa oli 3,6 litraa. Talloin 
ei otettu huomioon lastujen sisaista nestemaaraa, joka 
on erittain vahainen lastujen ollessa koko ajan mar- 
kia, eika lastujen pintaan jaanytta nestemaaraa. 



Taulukko 1. 



Virtaus- 
nopeus 


Viipymaaika 

kata jamateriaali- 

tilavuutta kohti 


Nestemaaran 

mukainen 

viipymaaika 


Lampokasit- 
telyaika 


ml/h 


h/kanta j atilavuus 


h 


min 


200 


25, 5 


18,0 


65 


300 


17,0 


12,0 


43 


400 


12, 8 


9,0 


32 



Taulukoissa 2 - 4 on esitetty visinaalisten 
diketonien konversiot eri virtausnopeuksilla . 



Taulukko 2. Visinaalisten diketonien pitoisuudet 
(mg/dm 3 ) ja konversio (%) virtausnopeudella 200 ml/h. 



1. maarityskerta 


Syotto 


Lampoka- 


Jalki- 


Konver 






sitelty 


kaytetty 


sio 


kokonaisdiasetyyli 


0,77 


0,70 


0, 02 


97, 4 


vapaa diasetyyli 


0, 54 


0,75 


0, 02 


96, 3 


kokonai spent aanidioni 


0,20 


0,18 


0, 01 


95,0 


vapaa pentaanidioni 


0,14 


0, 17 


0, 00 


100, 0 


kokonais-VDK 


0, 97 


0, 98 


0, 03 


96, 9 


2. maarityskerta 










kokonaisdiasetyyli 


0,41 


0,39 . 


0, 02 


95, 1 


vapaa diasetyyli 


0,23 


0,36 


<0,01 




kokonai spent aanidioni 


0,13 


0, 11 


<0, 01 




vapaa pentaanidioni 


0, 08 


0, 10 


<0, 01 




kokonais-VDK 


0, 54 


0, 50 


<0, 03 




3. maarityskerta 










kokonaisdiasetyyli 


0,21 


0,22 


0, 02 


90, 5 


vapaa diasetyyli 


0,16 


0,22 


<0, 01 




kokonaispent aanidioni 


0, 11 


0,11 


<0, 01 




vapaa pentaanidioni 


0, 07 


0,10 


<0, 01 




kokonais-VDK 


0, 32 


0, 33 


<0, 03 


90, 6 
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3. Visinaalisten diketonien pitoisuudet 
(mg/dm J ) ja konversio (%) virtausnopeudella 300 ml/h. 



1. maarityskerta 


Syotto 


Lampoka- 
sitelty 


Jalki- 
kaytetty 


ivwl 1 V C X. 

s io 


kokonaisdiasetyyli 


0, 28 


0, 27 


0, 01 


-7 \J g *i 


vapaa diasetyyli 


0, 17 


0, 27 


0,01 


^ H f X 


kokonaispentaanidioni 


0, 14 


0, 13 


0, 01 




vapaa pentaanidioni 


0,07 


0, 12 


<0, 01 




kokonais-VDK 


0, 42 


0, 40 


0, 02 


95, 2 


2. maarityskerta 










kokonaisdiasetyyli 


0, 39 


0,37 


0, 02 


94, 9 


vapaa diasetyyli 


0, 23 


0,39 


0, 02 


91, 3 


kokonaispentaanidioni 


0,22 


0, 19 


0,01 


95, 4 


vapaa pentaanidioni 


0, 11 


0, 18 


<0, 01 




kokonais-VDK 


0, 61 


0,56 


0, 03 


95, 1 



Taulukko 
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4. Visinaalisten diketonien pitoisuudet 
(mg/dm J ) ja konversio (%) virtausnopeudella 400 ml/h. 





Syotto 


Lampoka- 
sitelty 


Jalki- 
kaytetty 


Konver 
sio 


kokonaisdiasetyyli 


0,46 


0,41 


0,07 


84,8 


vapaa diasetyyli 


0,27 


0, 38 


0,06 


77, 8 


kokonaispentaanidioni 


0, 19 


0,16 


0, 01 


94, 7 


vapaa pentaanidioni 


0, 09 


0,14 


0, 01 


88, 9 


kokonais-VDK 


0, 65 


0,57 


0, 08 


87,7 
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Arorniaineiden keskimaaraiset muutokset pro- 
sessissa (prosentteina lahtoarvosta) on esitetty tau- 
lukossa 5. Taulukosta 5 nahdaan, etta vain asetaldehy- 
din pitoisuus on muuttunut merkittavasti prosessin ai- 
kana. Tama muutos on itseasiassa edullinen, silla lii- 
an suuri asetaldehydipitoisuus antaa oluelle liuotin- 
maisen flavorin. Tulokset ovat keskiarvoja yhteensa 
kolmesta maarityksesta eri virtausnopeuksilla . 
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Taulukko 5. 





Syotto 


Lampoka- 

sitelty 


Jalki- 
kaytetty 


Aromiaine 


% 


% 


% 


etyyliasetaatti 


100 


97 


99 


3 -met yylibutyyliase- 
taatti 


1UU 


by 


Q C\ 

o U 


propanoli 


100 


101 


102 


2-metyylipropanoli 


100 


100 


102 


3-metyylipropanoli 


100 


99 


101 


2-metyylibutanoli 


100 


99 


101 


asetaldehydi 


100 


103 


68 



Naennaisen uutepitoisuuden ja varin maaritys- 
tulokset on esitetty taulukossa 6. Naennainen uutepi- 
5 toisuus ja oluen vari maaritettiin 2 kertaa koejakson 
aikana. Nain varmistuttiin, ettei kaymisessa tapahtu- 
nut muutoksia ja ettei tummahko puu antanut varia olu- 
een . 

10 Taulukko 6. 





Syotto 


Lampoka- 
sitelty 


Jalki- 
kaytetty 


uutepi toisuus 
200 ml/h [%] 


2,28 


2,26 


2, 22 


uutepi toisuus 
300 ml/h [%] 


1, 91 


1, 98 


1, 98 


vari 200 ml/h [EBC] 


26 


28 


26 


vari 300 ml/h [EBC] 


22 


23 


22 



Keksintoa ei rajata pelkastaan edella esitet- 
tyja sovellutusesimerkke j a koskevaksi, vaan monet 
muunnokset ovat mahdollisia pysyttaessa patenttivaat i- 
15 musten maar itteleman keksinnollisen ajatuksen puit- 
teissa . 



J- H 



PATENTTIVAATIMUKSET 

1. Jatkuvatoiminen menetelma oluen kypsytta- 
miseksi paakaymisen jalkeen, jossa menetelmassa nuoro- 
lut johdetaan hiivan poiston ja kuumennuskasittelyn 
jalkeen bioreaktoriin, joka on taytetty kantaja- 
ameella, johon hiiva on immobilisoitu, tunnettu 
siita, etta kantaja-aine koostuu paaasiassa puupartik- 
keleista. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta puupartikkelit ovat lastu- 
maisia, tikkumaisia tai minka tahansa saannollisen tai 
epasaannollisen kappaleen muotoisia partikkeleita, 
joiden dimensio on suuruusluokkaa paaasiassa 1 - 100 
nun, edullisesti 1 - 50 mm, edullisemmin 2 - 20 mm. 

3. Jonkin patenttivaatimuksista 1-2 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta puupartikke- 
lit on valmistettu lehtipuusta. 

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-2 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta puupartikke- 
lit on valmistettu havupuusta. 

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta reaktorissa 
kaytetaan tavanomaista panimohiivaa ja/tai voimakkaasti 
flokkuloituvaa hiivaa. 

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta reaktorissa 
on hiivaa 10 6 - 10 9 solua/1 cm 3 puupartikkelia kohti. 

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta lampotila 
reaktorissa on 5 - 25 °C, edullisesti 5-20 °C. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta nuoroluen 
virtausnopeus reaktorin lapi on suuruusluokkaa 0,05 - 2 
reaktoritilavuutta/h, edullisesti 0,5-1 reaktoritila- 
vuutta/h. 

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1-8 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta puupartikke- 



lit regeneroidaan, edullisesti kuumalla vedella tai 
hoyrylla. 

10. Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukai- 
nen menetelma, tunnettu siita, etta puupartikke- 
leita kasitellaan ennen immobilisointia, edullisesti 
vesikeitolla ja etanoliuutolla . 

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetel- 
ma, tunnettu siita, etta puupartikkelit pestaan. 

12 . Jatkuvatoiminen oluen kypsytysreaktori, 
joka on pysty, kolonnimainen lapivirtausreaktori , joka 
sisaltaa yhden tai useamman seulan, valipohjan tai lai- 
pan ja joka on taytetty kanta ja-aineella, johon hiiva 
on immobilisoitu, t-unnettu siita, etta kantaja- 
aine koostuu paaasiassa puupartikkeleista . 

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kypsytys- 
reaktori, tunnettu siita, etta puupartikkelit 
ovat lastumaisia, tikkumaisia tai yleensa minka tahan- 
sa saannollisen tai epasaannollisen kappaleen muotoi- 
sia partikkeleita, joiden dimensio on suuruusluokkaa 
paaasiassa 1 - 100 mm, edullisesti 1-50 mm. 



(57) TIIVISTELMA 

Keksinnon kohteena on jatkuva- 
toiminen menetelma oluen kypsyttamiseksi 
paakaymisen jalkeen, jossa menetelmassa 
nuorolut johdetaan hiivan poiston ja 
kuumennuskasittelyn jalkeen bioreakto- 
riin, joka on taytetty kantaja-aineella, 
johon hiiva on immobilisoitu, jolloin 
kantaja-aine koostuu paaasiassa puupar- 
tikkeleista. Keksinnon kohteena on myos 
jatkuvatoiminen kypsytysreaktori, joka 
on pysty kolonnimainen lapivirtausreak- 
tori, joka sisaltaa yhden tai useamman 
seulan, valipohjan tai laipan ja joka on 
taytetty paaasiassa puupartikkeleista 
muodostuvasta kanta j a-aineesta, johon 
hiiva on immobilisoitu. 
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Proteiinikoostumus ja sen valmistus ja kaytto seka sita 
sisaltavat valmisteet ja naiden valmistus 

Keksinnon kohteena ovat proteiinikoostumus ja sen 
valmistus ja kaytto seka sita sisaltavat valmisteet ja 
naiden valmistus. Erityisesti keksinnon kohteena ovat 
oleellisesti insuliiniton proteiinikoostumus ja sen val- 
mistus ja kaytto seka sita sisaltavat valmisteet, kuten 
oleellisesti insuliinittomat aidinmaidonkorvikkeet ja muut 
erityisravintovalmisteet, ja naiden valmistus. 

Nuoruusian diabetes eli insuliininpuutoksesta joh- 
tuva diabetes mellitus (IDDM) on sairaus, jossa haiman 
Langerhansin saarekkeiden insuliinia tuottavat beeta-solut 
ovat tuhoutuneet , mutta saarekkeiden muut solut sailyvat 
vahingoittumattomina . Kyseinen sairaus puhkeaa yleensa 
viimeistaan lapsuusiassa . 

Lukuisista laaketieteellisista tutkimuksista huoli- 
matta ei viela tarkasti tiedeta, mitka tekijat aiheuttavat 
nuoruusian diabeteksen puhkeamisen. Talla hetkella kuiten- 
kin uskotaan, etta lasten riskiin sairastua nuoruusian 
diabetekseen vaikuttavat seka perintoteki jat etta ymparis- 
toteki j at , kuten ravinto . 

Useissa epidemiologisissa tutkimuksissa on mm. to- 
dettu, etta altistuminen lehmanmaidon proteiineille ime- 
vaisaikana lisaa riskia sairastua nuoruusian diabetekseen 
(Gerstein, Diabetes Care 17 (1994) 13 - 19) . Epidemiolo- 
gisten havaintojen perusteella on esitetty useita hypo- 
teeseja mekanismeista, miten lehman maidon proteiinit voi- 
sivat toimia diabetogeenisina tekijoina. On todettu, etta 
immuunivaste naudan seerumialbumiinia (Karjalainen et al . , 
N. Engl. J. Med. 327 (1992) 302-307), beeta-laktoglobulii- 
nia (Vaarala et al., Diabetes 45 (1996) 178-182) tai bee- 
ta-kaseiinia (Cavallo et al . , Lancet 348 (1996) 926-28) 
kohtaan voisi johtaa beeta-solureaktiivisuuteen, mutta 
tahan mennessa naudan insuliinin ei ole edes epailty ole- 
van diabetogeeninen riskitekija. 



Lehmanmaidon tiedetaan normaalisti sisaltavan pie- 
nia maaria naudan insuliinia. Kir j allisuudessa ilmoitettu 
maidon insuliini'pitoisuus vaihtelee maaritysmenetelmasta 
riippuen, mutta esimerkiksi ELISA-menetelmalla on todettu 
noin 50 ng/ml pitoisuuksia . Maidon insuliinipitoisuus on 
suurimmillaan (noin 33 0 ng/ml) heti poikimisen jalkeen, 
minka jalkeen pitoisuus alenee saavuttaen vakiotason (noin 
4 6 ng/ml) noin 7 paivan kuluttua poikimisesta (Aranda et 
al., J. Dairy Sci. 74 (12) (1991) 4320 - 4325). 

Hakija on tutkimuksissaan todennut , etta tavanomai- 
sen lehmanmaitopohj aisen aidinmaidonkorvikkeen antaminen 
imevaisikaisille saa aikaan vasta-aineiden, kuten insu- 
liinivasta-aineiden, tuotannon naudafi insuliinia kohtaan. 

Tavanomaista lehmanmaitopohj aista aidinmaidonkorviketta 

® 

(Enf amil ) lisaruokintana saaneiden 6 kuukauden ikaisten 
las ten j a toisaalta yksinomaan rintamaitoa saaneiden sa- 
manikaisten lasten IgG-luokan vasta-ainepitoisuudet naudan 
insuliinia kohtaan on esitetty kuvassa 1 . Nama vasta-ai- 
neet ristireagoivat humaani-insuliinin kanssa. 

Koska insuliiniautovasta-aineiden (IAA) :n esiinty- 
minen edeltaa ja ennustaa IDDM : n puhkeamista, immunisoitu- 
minen naudan insuliinille lehmanmaitopohj aisista tuotteis- 
ta voi olla haitallista ja lisata riskia sairastua IDDM : - 
aan. Tasta syysta on tarve saada markkinoille lehmanmaito- 
tuotteita j a lehmanmaitopohj aisia tuotteita, jotka eivat 
sisalla immunoreaktiivista naudan insuliinia. 

Insuliinin puhdistuksessa tuotanto- ja uuttoliuok- 
sista on perinteisesti kaytetty nestekromatograf iaa j a 
kaanteisf aasikolonnia (Kroeff et al . , J. Chromatogr. 461 
(1989) 45 - 61; Poll et al . , J. Chromatogr. 539 (1991) 37 
- 45; Cox, J. Chromatogr. 599 (1992) 195 - 203; Welinder, 
J. Chromatogr. 542 (19 91) 83 - 99) , geelisuodatus- tai 
anioninvaihtokolonnia (WO 90/00176 ja WO 90/00177) tai 
heikkoa kationinvaihtokolonnia (DE 3 511270 Al ja GB 
2173503 A) . Kaanteisf aasi- tai geelisuodatuskromatograf ia 



eivat seliaisenaan sovi maiden kasittelyyn, toska Wsitel- 
lyn ma.don tuiisi ollm elintarvi^eipoista ja kohtuuHi- 

sen hxntaista. . _ 

Missaan hakijan tuntemassa tunnetun tekniikan mu- 
kaxsessa julkaisussa ei kuitenkaan ole esitetty eika edes 
ehdotettu lehmanmaidossa lasnaolevan naudan insuliinin 
eristamista tai poistamista. 

Hakija on nyt keksinyt, miten lehmanmaidosta saa- 
daan kohtuullisin kustannuksin elintarvikekelpoinen prote- 
xxnxkoostumus, joka on oleellisesti naudaninsuliiniton ja 
Doka sellaisenaan sopii erityisesti aidinmaidonkorvikkeen, 
mutta myos muiden erityisravintovalmisteiden prote- 
uniosaksi . 

Keksinnon kohteena on siten oleellisesti insu- 
Hxnxton proteiinikoostumus, jolle on tunnusomaista, etta 
se on valmistettu lehmanmaidosta peraisin olevasta rasvat- 
tomasta proteiinlpitoisesta materiaalista, kuten herasta- 
rasvattomasta maidosta tai kaseiiniliuoksesta . 

Kun maidosta poistetaan rasva ja kaseiini, saadaan 
hera, 3 oka sisaltaa heraproteiinit . Maidon kokonaisprote- 
, lmSta . n ° in 20 ttia on heraproteiineja ja loput 

kasexxnxa. Juustonvalmistuksen yhteydessa saatavaa heraa 
kutsutaan juustoheraksi ja kaseiininvalmistuksen yhteydes- 
sa saatavaa heraa puolestaan kutsutaan kaseiiniheraksi 

_ Keksxnnossa kaytettava hera voi olla mika tahansa 
lehmanmaxdosta peraisin oleva hera, kuten esimerkiksi 
.juustohera, juoksetekaseiinihera, happokaseiinihera tai 
hapan juustohera. Edulli ses ti hera on juustohera. 

Heran lisaksi keksinnossa voidaan kayttaa lehman- 
maxdosta peraisin olevana rasvattomana proteiinipitoisena 
materxaalina rasvatonta maitoa tai rasvattomasta maito- 
Dauheesta tehtya vesiliuosta tai maidon kaseiinista tehtya 
vesxliuosta, ts. kaseiiniliuosta . 

Keksinnon mukainen oleellisesti insuliiniton prote- 
xxnxkoostumus voidaan sopivasti valmistaa keksinnon mukai- 
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sella menetelmalla, jolle menetelmalle on tunnusomaista, 
etta. 

a) lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen rasva- 
ton proteiinipitoinen materiaali johdetaan insuliininpois- 

tokasittelyyn, 

b) vaiheessa a) saatu nestemainen proteiinipitoinen 

materiaali 

konsentroidaan ultra- ja diasuodattamalla kayttaen 
kalvoja, jotka ovat 6 000 - 20 000 D cut-off -kalvoja, 
saatu proteiinikonsentraatti haihdutetaan ja 
kuivataan proteiinijauheeksi, 

c) mahdollisesti 

1) vaiheessa b) saadusta proteiinikonsentraatista 
tai proteiinijauheesta muodostetaan veteen liuos, jonka 
proteiinipitoisuus on 1 - 20 %, 

2) vaiheessa cl) saatu proteiiniliuos hydrolysoi- 
daan entsymaattisesti proteaaseilla ja 

3) vaiheessa c2) hydrolysoitu proteiiniliuos ult- 

rasuodatetaan, ja 

d) mahdollisesti johdetaan vaiheessa c) saatu pro- 
teiinihydrolysaatti hydrof obiseen kromatograf iakasittelyyn 

e) vaiheessa c) tai d) saatu liuos haihdutetaan j a 

kuivataan jauheeksi. 

Vaiheessa a) lehmanmaidosta peraisin oleva neste- 
mainen rasvaton proteiinipitoinen materiaali johdetaan 
insuliininpoistokasittelyyn, jolloin oleellisesti kaikki 
tai ainakin merkittava osa kyseisessa materiaalissa ole- 
vasta naudan insuliinista saadaan poistettua. Insuliinin- 
poistossa kyseista lehmanmaidosta peraisin olevaa neste- 
maista materiaalia voidaan kasitella vahvalla kationin- 
vaiht charts ilia tai se voidaan kirkastaa esimerkiksi mik- 
rosuodattamalla tai sentrif ugoimalla . Hera voidaan tassa 
vaiheessa kirkastaa myos ultrasuodattamalla . 



Parhaat insuliininpoistotulokset saadaan kuitenkin 
silloin kun puhdistettava materiaali ensin kirkastetaan 
edella mainitulla tavalla ja sen jalkeen sita kasitellaan 
vahvalla kationinvaihtohartsilla . 

Hera, kuten juusto- tai kaseiinihera on edullisinta 
puhdistaa naudan insuliinista vahvalla kationinvaihtohart- 
silla. Sopivia kationinvaihtohartseja ovat esimerkiksi 
Amberlite C-20 (Rohm & Haas, Ranska) ja Spherosil S. (Rho- 
ne-Poulenc, Ranska) Puhdistettava hera, jonka pH on las- 
kettu arvoon 5,2 - 5,6 elintarvikelaatuisella hapolla, 
esimerkiksi HCl:lla, tai ioninvaihdolla, johdetaan 3-65 
°C: ssa sopivasti huoneenlampotilassa Na*- tai K + -muotoon 
regeneroidulla vahvalla kationinvaihtohartsilla taytetyn 
pylvaan lapi . Panosprosessissa syottonopeus ja -tilavuus 
voivat vaihdella, mutt a sopivasti syottonopeus on 1 - 10 
pylvaantilavuutta (BV) / h ja syottotilavuus on 5 - 60 BV, 
edullisesti 20 BV. pH-alueella 5,2 - 5,6 heran proteiinit 
ovat yleensa negatiivisesti varautuneita, mutta insuliini 
on positiivisesti varautunut, silla sen isoelektrinen pis- 
te on 5,6 (Erkama, Biokemia, s. 185). Talloin ainakin 
oleellinen osa herassa olevasta naudan insuliinista sitou- 
tuu kationinvaihtohartsiin negatiivisesti varautuneiden 
heraproteiinien mennessa pylvaan lapi. 

Edullisesti hera puhdistetaan naudan insuliinista 
vahvalla kationinvaihtohartsilla pH:ssa 5,4. 

Vahvalla kationinvaihtohartsilla puhdistetussa he- 
rassa ei todettu lainkaan naudan insuliinia electro spray 
-massaspektrometrilla . 

Myos rasvattoman lehmanmaidon ja maidon kaseiinista 
tehdyn vesiliuoksen, ts . kaseiiniliuoksen naudaninsu- 
liinipitoisuutta voidaan alentaa merkittavasti vastaavalla 
kasittelylla vahvalla kationinvaihtohartsilla. Talloin 
kaseiiniliuoksen insuliinipitoisuus alenee ainakin noin 65 
% ja rasvattoman maidon insuliinipitoisuus puolestaan ale- 
nee ainakin noin 40 %. 



Insuliini analysoitiin naytteista electro spray 
-massaspektrometrilla (VG Quattro II, VG BioTech, Altrin- 
cham, Englanti) kayttaen esikasittelyna fraktiointia nes- 
tekromatografin (Hewlett Packard HPLC 1090, Hewlett 
Packard Co. Saksa) C18-kaanteisf aasikolonnilla (eluentit: 
A: 0,05 % trif luorietikkahappo (TFA) vedessa, B: asetonit- 
riili (Acn) + 0,05 % TFA, gradientti: 15 % -> 40 % 20 
minrssa, 40 % -> 100 % 10 miri:ssa). Insuliinia sisaltava 
fraktio pakkaskuivattiin, liuotettiin uudelleen konsent- 
roiduksi liuokseksi ja johdettiin massaspektrometriin . 

Heraa voidaan puhdistaa naudan insuliinista kirkas- 
tamalla hera esimerkiksi mikrosuodattamalla, ultrasuodat- 
tamalla tai sentrifugoimalla, jolloin herasta saadaan pois 
j aannoskaseiini ja muut suurimolekyyliset proteiinit, joi- 
hin insuliini hydrof obisena proteiinina on sitoutunut. 

Mikrosuodatuksessa puhdistettava hera johdetaan 
sopivasti 10 - 60 °C:ssa mikrosuodatuskalvojen lapi, jotka 
kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin kalvoja, edullisesti 
0,1 mikrometrin kalvoja. 

Ultrasuodatuksessa puhdistettava hera puolestaan 
kasitellaan ultrasuodatuskalvoilla, jotka edullisesti ovat 
kalvoja, joiden cut-off -arvo on 50 000 - 200 000 Dalto- 
nia. 

Sentrif ugoinnissa heraa kasitellaan edullisesti 
nopeudella 1 000 - 10 000 kierrosta / min. 

Kirkastuskasittely alentaa heran naudaninsuliinipi- 
toisuutta 6 - 10 %. 

Kirkastuskasittely ja kationinvaihtohartsikasittely 
alentavat molemmat kasiteltavan, lehmanmaidosta peraisin 
olevan materiaalin naudan insuliinipitoisuutta, mutta par- 
haat tulokset saadaan kun kyseinen materiaali ensin kir- 
kastetaan ja sen jalkeen johdetaan kationinvaihtohartsika- 
sittelyyn. Parhaat tulokset saadaan heran kasittelyssa, 
jolloin edullisin kirkastusmenettely on mikrosuodatus . 



Vaiheessa a) naudan insuliinista puhdistettu prote- 
iinipitoinen materiaali, edullisesti hera konsentroidaan 
ultra- ja diasuodatuksella riittavan proteiinipitoisuuden 
aikaansaamiseksi, minka jalkeen nain saatu proteiinikon- 
sentraatti haihdutetaan ja mahdollisesti kuivataan prote- 
iini jauheeksi . Talloin naudan insuliinista ainakin merkit- 
tavasti puhdistettu materiaali, kuten hera, jonka materi- 
aalin pH on saadetty arvoon noin 6,5 elintarvikelaatuisel- 
la emaksella, esimerkiksi NaOH:lla tai Ca(OH) 2 :lla, tai io- 
ninvaihdolla, johdetaan ultra- ja diasuodatukseen, jol- 
loin puolilapaisevan kalvon avulla suurempimolekyyliset 
proteiinit saadaan eroon laktoosista, suoloista ja pienem- 
pimolekyylisista proteiineista, kuten insuliinista, jonka 
molekyylipaino on noin 5734 D. Puolilapaisevan kalvon cut 
off -arvo on sopivasti 6 000 - 20 000 D, edullisesti 
10 000 D ja puolilapaisevana kalvona voidaan kayttaa esi- 
merkiksi polyeetterisulf onikalvoa, jonka cut off -arvo on 
10 000 D. 

Vaiheessa a) saatu hera voidaan konsentroida koko- 
naiskonsentrointisuhteella, joka sopivasti on noin 120. 
Talloin vaiheessa a) kasitelty hera ultrasuodatetaan edul- 
lisesti 10 000 D cut off -kalvoilla ensin esimerkiksi kon- 
sentrointisuhteella 10, minka jalkeen retentaatti laimen- 
netaan lahtotilavuuteen ja suodatetaan uudelleen suhteella 
12, jolloin kokonaiskonsentrointisuhteeksi tulee 120. Nain 
saatu heraproteiinikonsentraatti , jonka proteiinipitoisuus 
on noin 90 % kuiva-aineesta, haihdutetaan ja kuivataan 
jauheeksi esimerkiksi sumutuskuivauksella tai pakkas- 
kuivauksella . 

Perinteisesti ultra- ja diasuodatettu heraprote- 
iinijauhe, jonka proteiinipitoisuus on 70 - 80 %, sisaltaa 
43 - 48 mikrogrammaa insuliinia / gramma jauhetta (noin 60 
mikrogrammaa insuliinia / gramma proteiinia) . 

Sita vastoin keksinnon mukaisen menetelman vaihei- 
den a) ja b) mukaisesti saatu heraproteiini jauhe sisaltaa 
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merkittavasti vahemmin naudan insuliinia kuin edella mai- 
nittu perinteisesti ultra- ja diasuodatettu heraprote- 
iinijauhe. Vahvalla kationinvaihtohartsilla vaiheessa a) 
naudan insuliinista puhdistetusta herasta valmistetussa 
5 heraproteiini jauheessa ei todettu lainkaan naudan insulii- 

nia electro spray -massaspektrometrilla. Nain saatu oleel- 
lisesti insuliiniton proteiinikoostumus sopii sel- 
laisenaankin esimerkiksi aidinmaidonkorvikkeiden ja muiden 
erityisravintovalmisteiden raaka-aineeksi, koska sen si- 

10 saltama heraproteiini on ravitsemuksellisesti erittain 

korkealaatuista eika tarvitse muita proteiineja ravin- 
tosisallyksen taydentamiseksi . 

Kationinvaihtohartsikasittely voidaan tehda myos 
esimerkiksi rasvattomalle maidolle tai vesiliuoksena ole- 

15 valle maidon kaseiinille, joka on edullinen proteiinival- 

miste. Naudaninsuliini jaama voidaan poistaa kaseiiniliuok- 
sesta vastaavalla tavalla kuin maidosta. Heraproteiinia 
heikomman ravintoarvonsa vuoksi kaseiini ei kuitenkaan ole 
yhta suositeltavaa aidinmaidonkorvikkeen yksinomaiseksi 

20 proteiinilahteeksi kuin heraproteiini. 

Mikali keksinnon mukaisen proteiinikoostumuksen 
naudaninsuliinipitoisuutta halutaan viela alentaa, voidaan 
sen valmistukseen liittaa entsymaattinen hydrolyysi ja 
mahdollisesti viela hydrof obinen kromatograf iakasittely . 

25 Talloin vaiheessa b) saadusta proteiinikonsentraatista tai 

proteiini j auheesta muodostetaan veteen liuos, jonka pitoi- 
suus on 1 - 20 % # edullisesti noin 5 %. Liuoksen pH saade- 
taan airvoon noin 8,5 esimerkiksi Ca(OH) 2 :lla ja lampotila 
noin arvoon 50 °C, minka jalkeen liuokseen lisataan elain- 

3 0 tai mikrobiperaisia entsyymeja, siten, etta ne hydrolysoi- 

vat tehokkaasti erityisesti naudan insuliinin prote- 
iiniketjun sidoksia. Tallaisia proteaaseja ovat mm. kymot- 
arypsiini, subtilisiini Carlsberg -seriiniproteaasi , subti- 
lisiini BPN 1 -seriiniproteaasi, Aspergillus oryzean serii- 

35 ni- ja metalloproteaasit , papaiini, Bacillus subtilis 
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-neutraaliproteaasi, termolysiini , Streptomyces griseuksen 
serum- ja metalloproteaasit . pepsiini, Endothica pa- 
raSltlC3n hapanproteaasi ja pankreatiini . Hydrolyysin an- 
netaan jatkua 8 tunnin ajan. Hydrolyysissa naudan insulii- 
ni P ±lkkoutuu korkeintaan viiden aminohapon pituisiksi 
peptxdeiksi, jotka eivat aiheuta immuunivastetta eivatka 
sxsalla aiemman insuliinimolekyylin sisaltamia epitooppe- 
Da. Nain saatu hydrolyysiseos johdetaan pilkkoutumattomien 
suurikokoisten molekyylien poistamiseksi ultrasuodatukseen 
txhean ultrasuodatuskalvon lapi, jo ka sopivasti on 2 000 D 
cut-off -kalvo. Saatu permeaatti kuivataan esimerkiksi 
sumutuskuivauksella jauheeksi. Saadussa tuotteessa ei ole 
todettavissa naudan insuliinia. 

Jos naudan insuliinin hydrolyysituotteet halutaan 
poxstaa seoksesta tnahdollisimman tarkasti, voidaan edella 
saatu heraproteiinihydrolysaatti johtaa sopivasti 10 % 
lxuoksena hydrofobiseen kromatograf iakasittelyyn joka 
poistaa hydrolysaatista hydrofobiset peptidit ja niiden 
mukana mahdolliset naudan insuliinin hydrolyysituotteet. 

Kyseinen kromatograf iakasittely voidaan tehda sopi- 
vastx hydrofobisella adsorptiohartsilla, kuten Ambe-rlite 
XAD-16 -hartsilla (Rohm & Haas, Ranska) , mutta se voidaan 
tehda myos aktiivihiilella, joka my 6s pystyy poistamaan 
hydrofobisia yhdisteita. Tuotantomittakaavassa kyseinen 
kromatografiakasittely voidaan tehda kaytannollisesti pyl- 
vaassa, jonne pakatun adsorptiohartsin tai aktiivihiilen 
lapx kasiteltava liuos johdetaan. Pylvaan lapi tullut li- 
uos otetaan talteen, haihdutetaan ja kuivataan jauheeksi 
Naxn saatu jauhe ei sisalla nykymenetelmilla havaittavia 
maarxa naudan insuliinia. Tuotteen aminohappokoostumus on 
kuxtenkin muuttunut jonkin verran hydrof obisten aminohap- 
po 3 en kohdalla, jot en pieni maara f enyylialaniinia ja ty- 
rosiinia joudutaan lisaamaan ravintovalmisteiden valmis- 
tuksen yhteydessa. 
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Edullisimmin naudan insuliini poistetaan lehman- 
maidosta peraisin olevasta rasvattomasta proteiinipitoi- 
sesta materiaalista, edullisesti herasta vahvalla ka- 
tioninvaihtohartsilla, minka jalkeen nain kasitelty neste- 
mainen proteiinipitoinen materiaali konsentroidaan ultra- 
ja diasuodatuksella. Mikrosuodatus esikasittelyna on edul- 
lista, koska insuliini on usein tarttuneena makromolekyy- 
leihin, kuten kaseiinipolyyn tai denaturoituneeseen hera- 
proteiiniin, jotka voidaan poistaa sopivasti mikrosuoda- 
tuksen avulla. Mikali em. menetelmilla ei ole saavutettu 
tuotteen riittavan alhaista naudaninsuliinipitoisuutta, 
sita on mahdollista alentaa edelleen entsymaattisen hydro- 
lyysin ja siihen mahdollisesti liitettavan hydrofobisen 

kroraatograf ian avulla. 

Aidinmaidonkorvikkeet koostetaan perinteisesti mai- 
dosta, kermasta, kasviol jysta, vahasuolaisesta hera- 
jauheesta, kivennaisista ja vitamiineista, joista maito, 
kerma ja vahasuolainen herajauhe sisaltavat naudan insu- 
liinia. Heraproteiini on ravintoarvoltaan hyvin kor- 
kealuokkaista, joten se soveltuu ainoaksi proteiinilah- 
teeksi aidinmaidonkorvikkeeseen ja muihinkin erityisravin- 

tovalmisteisiin . 

Keksinnon mukaista oleellisesti insuliinitonta pro- 
teiinikoostumusta voidaan kayttaa aidinmaidonkorvikkeen ja 
muidenkin erityisravintovalmisteiden proteiiniosana seka 
esimerkiksi kulutusmaidon raaka-aineena . Talloin saadaan 
valmiste, joka ei sisalla naudan insuliinia, joten se ei 
myoskaan aiheuta immunisoitumista naudan insuliinille eika 
siten lisaa riskia sairastua IDDM:aan. 

Keksinnon kohteena on siten myos oleellisesti insu- 
liiniton aidinmaidonkorvike samoin kuin oleellisesti insu- 
liiniton erityisravintovalmiste, joille on tunnusomaista, 
etta niiden oleellisesti insuliiniton proteiiniosa on val- 
mistettu lehmanmaidosta peraisin olevasta rasvattomasta 
proteiinipitoisesta materiaalista, kuten herasta, rasvat- 



tomasta maidosta tai kaseiiniliuoksesta, edullisesti kui- 
tenkin herasta, sopivasti edella kuvatulla tavalla. 

Keksintoa kuvataan lahemmin seuraavissa esimerkeis- 

sa . 

Esimerkki 1 

6000 ml:n tuoretta juustoheraa pH laskettiin 10 % 
HClrlla 5,4:aan. 300 ml vahvaa kationinvaihtohartsia (Am- 
berlite C-20, Rohm & Haas, Ranska) pakattiin 300 ml:n la- 
boratoriomitan pylvaaseen ja regeneroitiin 600 ml :11a 17 % 
NaClra, jonka jalkeen pylvas huuhdottiin 1000 ml :11a vet- 
ta. Pylvaan lapi ajettiin huoneenlammossa 6000 ml juusto- 
heraa (20 pylvaantilavuutta (BV) ) nopeudella 6 BV/h. Ennen 
kasittelya hera sisalsi 343 ng/ml insuliinia eli 68 mg 
insuliinia/kg todellista proteiinia, kasittelyn jalkeen 
herasta ei todettu lainkaan insuliinia eli pitoisuus aleni 
kasittelyssa 100 %. Heran kokonaisproteiinipitoisuus ei 
muuttunut merkittavasti kasittelyssa. Ennen kasittelya 
proteiinipitoisuus oli 0,87 % # kasittelyn jalkeen 0,86 %. 
pH nostettiin 10 % NaOH:lla uudestaan 6,5:een, jonka jal- 
keen hera ultrasuodatettiin 10 000 D cut-off -kalvoilla 
ensin konsentrointisuhteella 10, sitten retentaatti lai- 
mennetaan lahtotilavuuteen ja suodatetaan uudelleen suh- 
teella 12, jolloin kokonaiskonsentrointisuhteeksi tulee 
120. Proteiinikonsentraatti pakkaskuivattiin 90 % proteii- 
nia sisaltavaksi jauheeksi. 
Esimerkki 2 

100 litraa 0,1 /xm mikrosuodatuskalvoj en lapi suo- 
datettua juustoheraa ultrasuodatetaan 10 000 D cut-off 
-kalvoilla ensin konsentrointisuhteella 10, sitten reten- 
taatti laimennetaan lahtotilavuuteen ja suodatetaan uudel- 
leen suhteella 12, jolloin kokonaiskonsentrointisuhteeksi 
tulee 120. Retentaatti sisalsi proteiinia 90 % kuiva-ai- 
neesta ja se sumutuskuivattiin jauheeksi (kuivauslammot 
180/75 °C) . Kasittelematon juustohera sisalsi insuliinia 
electro spray -massaspektrometrianalyysin mukaan 343 ng/ml 
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eli 68 mg/kg todellista proteiinia. Mikrosuodatettu hera 
sisalsi insuliinia 324 ng/ml eli 64 mg/kg todellista pro- 
teiinia. Ultra- ja diasuodatetussa heraproteiinikonsent- 
raatissa insuliinipitoisuus oli 21 mg/kg todellista prote- 
iinia massaspektrometrin mukaan eli pitoisuus aleni prote- 
iiniin suhteutettuna n. 69 %. Perinteinen 70 - 80 % prote- 
iinia sisaltava ultrasuodatettu heraproteiini jauhe sisal - 
taa insuliinia n. 60 mg/kg todellista proteiinia. 
Esimerkki 3 

100 litraa happokaseiinin valmistuksesta saatua 
happoheraa mikrosuodatettiin vastaavasti 0,1 /zm:n kalvojen 
lapi. Heran pH oli 4,5. Mikrosuodatettu hera ultra- ja 
diasuodatettiin vastaavasti kuin esimerkissa 1 siten, etta 
kokonaiskonsentrointisuhteeksi tuli 120 . Proteiinipitoi- 
suus oli talloin noin 90 % kuiva-aineesta . Kasittelematon 
hera sisalsi insuliinia 320 ng/ml eli 48 mg/kg todellista 
proteiinia, mikrosuodatettu 295 ng/ml eli 45 mg/kg todel- 
lista proteiinia ja ultra- ja diasuodatetussa heraprote- 
iinikonsentraatissa insuliinia oli 95 ng/ml eli 16 mg/kg 
todellista proteiinia massaspektrometrin mukaan maaritet- 
tyna . Siten insuliinipitoisuus aleni kasittelyssa n. 67 %. 

Esimerkki 4 

60 litraan 50-asteista vetta liuotettiin 5,040 kg 
esimerkissa 1 valmistettua heraproteiini j auhetta, 11,423 
kg kasvirasvaseosta, 11,232 kg glukoosia, 12,260 kg malto- 
dekstriinia (DE 21) , 135 g vitamiini- ja mineraaliesiseos- 
ta (sisaltaa A- , D-, E-, K- , B1-, B2-, B6-, B12-vita- 
miinit, niasiinin, foolihapon, pantoteenihapon, biotiinin, 
askorbiinihapon, koliinin, inositol in, f erroglukonaatin, 
sinkkisulf aatin, mangaanisulf aatin, natriumseleniitin, 
kupariglukonaatin) seka 70 g kalsiumkloridia, 300 g kal- 
siumf osf aattia, 65 g magnesiumsulf aattia, 125 g natrium- 
kloridia ja 620 g kaliumsitraattia . Seoksen kuiva-ainepi- 
toisuus oli n. 40 %. Nain saatu seos johdettiin homo- 
genisaattoriin (150/50 bar) ja kuivattiin jauheeksi sumu- 
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tuskuivaimella, jossa kuivauslammot olivat 180/75 «c, lei- 
jupedilla 70/120/30 oc. Tuote oli koostumukseltaan, ul- 
konadltaan ja maultaan tavallisen aidinmaidonkorvike- 
jauheen kaltaista. 

Esimerkki S 

Esimerkissa 1 esitetty heraproteiinikonsentraatti 
laimennettiin 5 % pitoisuuteen vedella. Liuos pastoroitiin 
65 °C:ssa 20 min ajan ja jaahdytettiin 50 °C:een. pH saa- 
dettiin 8,5:een 10 % Ca(OH) 2 :lla. Seokseen lisattiin 6 % 
proteiinin maarasta pankreatiini (4 x USP, SPL, USA) - ja 
Alcalase 0,6 L -entsyymeja (Novo Industri A/S; Tanska) . 
Hydrolyysin aikana seoksen pH:ta pidettiin 7,0:ssa 
Ca (OH) 2 -lisaysten avulla. Seoksen annettiin hydrolysoitua 
8 tunnin ajan, jonka jalkeen seos lampokasiteltiin 5 min 
90 °C:ssa. Taman jalkeen seos jaahdytettiin 50 °C:een ja 
ultrasuodatettiin 2000 D cut-off -kalvoilla ja permeaatti 
kerattiin talteen. Saatu permeaatti sumutuskuivattiin jau- 
heeksi. Hydrolysaatista ei ollut todettavissa insuliinia. 
Esimerkki 6 

Esimerkissa 5 saatu hydrolysaatti liuotettiin 10 % 
liuokseksi. 30 ml Amberlite XAD-16 -hartsia (Rohm & Haas) 
pakattiin laboratoriomittakaavaiseen pylvaaseen, joka re- 
generoitiin 60 ml :11a 4 % NaOH, huuhdeltiin 1000 ml :11a 
vetta ja regeneroitiin 60 ml :11a 4 % HCl:a ja huuhdeltiin 
vedella kunnes lapitulleen veden pH oli yli 5. Hydro- 
lysaattiliuosta ajettiin 1700 ml hartsipylvaan lapi, mika 
vastasi 567 g hydrolysaattikuiva-ainetta/100 ml hartsia. 
Lapitullut liuos otettiin talteen ja pakkaskuivattiin jau- 
heeksi. Hydrolysaatista ei ollut todettavissa insuliinia. 
Hydrolysaatti kaytettiin maitoallergikoille tarkoitetun 
erityisravintovalmisteen yksinomaisena proteiinilahteena . 
Esimerkki 7 

60 litraan 50-asteista vetta liuotettiin 8,670 kg 
esimerkin 6 mukaisesti valmistettua heraproteiinihydro- 
lysaattijauhetta, 10,466 kg kasvirasvaseosta, 16,058 kg 



glukoosia, 5,233 kg maltodekstriinia (DE 21), 135 g vita- 
miini- ja mineraaliesiseosta (sisaltaa A-, D-, E-, K- , 
B1-, B2-, B6-, B12-vitamiinit , niasiinin, foolihapon, pan- 
tot eenihapon biot iinin , askorbi inihapon , kol i inin , 
inositolin, f erroglukonaatin, sinkkisulf aatin, man- 
gaanisulfaatin, natriumseleniitin, kupariglukonaatin) seka 
10 g kalsiumkloridia, 320 g kalsiumf osf aattia, 70 g mag- 
nesiumsulf aattia, 165 g natriumkloridia ja 620 g kalium- 
sitraattia, 1 g L-tyrosiinia ja 2 g L-f enyylialaniinia . 
Seoksen kuiva-ainepitoisuus oli n. 40 %. Nain saatu seos 
johdettiin homogenisaattoriin (150/50 bar) ja kuivattiin 
jauheeksi sumutuskuivaimella, jossa kuivauslammot olivat 
180/75 °C, leijupedilla 70/120/30 °C, Tuote oli koostumuk- 
seltaan, ulkonaoltaan ja maultaan tavallisen esim. maito- 
allergikoille tarkoitetun erityisravintovalmisteen kal- 
taista . 

Esimerkki 8 

Vahva kationinvaihtopylvas (30 ml hartsia) re- 
generoitiin kuten esimerkissa 1. 600 ml:n rasvatonta mai- 
toa pH saadettiin 5,4:aan. pH-saadetty maito ajettiin huo- 
neenlammossa pylvaan lapi kuten esimerkissa 1, jolloin 
maidosta poistui osa kalsiumista, mutta myos huomattava 
osa insuliinista. RIA-analyysin mukaan (massaspekrometri 
ei ollut kaytettavissa maidolle) kasittelematon maito si- 
salsi naudan insuliinia 26 jilU/ml ja kasitelty 17 ^IU/ml. 
Insuliinipitoisuus aleni kasittelyssa n. 35 %. Kasittely 
ei ollut riittava insuliinin taydelliseen poistamiseen 
maidosta, mutta esimerkki kuvaa, etta menetelma sopii myos 
muiden maitoraaka-aineiden kuin heran kasittelyyn. 

Esimerkki 9 

Kationinvaihtohartsi (30 ml) regeneroitiin kuten 
esimerkissa 1. Natriumkaseinaatista valmistettiin 3 % li- 
uos veteen. pH laskettiin 5,5:een laimealla HCl:lla. Ka- 
seinaattiliuos pumpattiin kationinvaihtohartsin lapi huo- 
neenlammossa kuten maito esimerkissa 8. Ennen kasittelya 
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kaseinaattiliuos sisalsi insuliinia RIA-analyysin mukaan 
26 MlU/ml ja kasitelty liuos 10 iiIU/ml. Insuliinipitoisuus 
aleni kasittelyssa n. 62 %. 
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Patenttivaatimukset 



1. Oleellisesti insuliiniton proteiinikoostumus, 
tunnettu siita, etta se on valmistettu poistamalla 
naudan insuliini lehmanmaidosta peraisin olevasta rasvat- 
tomasta proteiinipitoisesta materiaalista, kuten herasta, 
rasvattomasta maidosta tai kaseiiniliuoksesta . 

2. Menetelma oleellisesti insuliinittoman prote- 
iinikoostumuksen valmistamiseksi , tunnettu siita, 
etta 

a) lehmanmaidosta peraisin oleva nestemainen rasva- 
ton proteiinipitoinen materiaali johdetaan insuliininpois- 

tokasittelyyn, 

b) vaiheessa a) saatu nestemainen proteiinipitoinen 

materiaali 

konsentroidaan ultra- ja diasuodattamalla kayttaen 
kalvoja, jotka ovat 6 000 - 20 000 D cut-off -kalvoja, 
saatu proteiinikonsentraatti haihdutetaan ja 
mahdollisesti kuivataan proteiini j auheeksi , 

c) mahdollisesti 

1) vaiheessa b) saadusta proteiinikonsentraatista 
tai proteiini jauheesta muodostetaan veteen liuos, jonka 
proteiinipitoisuus on 1 - 20 %, 

2) vaiheessa cl) saatu proteiiniliuos hydrolysoi- 
daan entsymaattisesti proteaaseilla ja 

3) vaiheessa c2) hydrolysoitu proteiiniliuos ult- 

rasuodatetaan, ja 

d) mahdollisesti johdetaan vaiheessa c) saatu pro- 
teiinihydrolysaatti hydrof obiseen kromatograf iakasittelyyn 

D a 

e) vaiheessa c) tai d) saatu liuos haihdutetaan Da 

kuivataan j auheeksi. 

3. Patent tivaatimuksen 2 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemaisena 
rasvattomana proteiinipitoisena materiaalina kaytetaan 



heraa, rasvatonta maitoa tai kaseiiniliuosta, edullisesti 
heraa. 

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelma, 
tunnett.u siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali, jonka pH on 5,2 - 5,6, 
johdetaan Na + - tai K + -muotoon regeneroidulla vahvalla ka- 
tioninvaihtohartsilla taytetyn pylvaan lapi . 

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastetaan ennen ka- 
tioninvaihtohartsikasittelya suodattamalla se mikrosuoda- 
tuskalvojen lapi, jotka kalvot ovat 0,05 - 1,4 mikrometrin 
kalvoja, edullisesti 0,1 mikrometrin kalvoja. 

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastetaan ennen ka- 
tioninvaihtohartsikasittelya kasittelemalla sita ult- 
rasuodatuskalvoilla, jotka edullisesti ovat 50 000 
200 000 D cut-off -kalvoja. 

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa a) nestemainen ras- 
vaton proteiinipitoinen materiaali kirkastetaan ennen ka- 
tioninvaihtohartsikasittelya sentrif ugoimalla se edulli- 
sesti nopeudella 1 000 - 10 000 kierrosta / min. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 2-7 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) ultra- 
ja diasuodatuksessa kaytettaan kalvoja, jotka ovat 10 000 
D cut-off -kalvoja. 

9. Jonkin patenttivaatimuksista 2-8 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) ultra- 
j a diasuodatetusta proteiinikonsentraatista muodostetaan 
vesiliuos, jonka pitoisuus on 1 - 20 %, edullisesti noin 5 
%, ja joka hydrolysoidaan entsymaattisesti proteaaseilla, 
kuten pankreatiini- ja alkalaasientsyymeilla . 
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta vaiheessa c) saatu prote- 
iinihydrolysaatti johdetaan hydrof obiseen kromatograf iaka- 
sittelyyn, jolloin sita kasitellaan aktiivihiilella tai 
edullisesti hydrof obisella polystyreenipohjaisella adsorp- 

tiohartsilla . 

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiinikoostu- 
mus, tunnettu siita, etta se on valmistettu jon- 
kin patenttivaatimuksista 2 - 10 mukaisella menetelmalla . 

12. Patenttivaatimuksen 1 tai 11 mukaisen pro- 
teiinikoostumuksen kaytto aidinmaidonkorvikkeen tai jonkin 
muun erityisravintovalmisteen proteiiniosana tai kulutus- 

maidon raaka-aineena . 

13. Oleellisesti insuliiniton aidinmaidonkorvike, 
tunnettu siita, etta sen proteiiniosa on valmis- 
tettu oleellisesti naudaninsuliinittomasta, lehmanmaidosta 
peraisin olevasta rasvattomasta proteiinipitoisesta mate- 
riaalista, kuten herasta, rasvattomasta maidosta tai kase- 
iiniliuoksesta, edullisesti herasta. 

14 . Oleellisesti insuliiniton erityisravintovalmis- 
te, tunnettu siita, etta sen proteiiniosa on val- 
mistettu oleellisesti naudaninsuliinittomasta, lehman- 
maidosta peraisin olevasta rasvattomasta proteiinipitoi- 
sesta materiaalista, kuten herasta, rasvattomasta maidosta 
tai kaseiiniliuoksesta, edullisesti herasta. 

15. Menetelma oleellisesti insuliinittoman aidin- 
maidonkorvikkeen tai jonkin muun erityisravintovalmisteen 
tai kulutusmaidon tai sen raaka-aineen valmistamiseksi , 
tunnettu siita, etta sen proteiiniosana kaytetaan 
jonkin patenttivaatimuksista 2 - 10 mukaisesti valmistet- 
tua proteiinikoostumusta . 



^3 

(57) Tiivistelma 

Keksinnon kohteena on- oleellisesti insu- 
liiniton. proteiinikoostumus, jolle on tun- 
nusomaista etta, se on valmistettu poista- 
malla naudan insuliini lehmanmaidosta pe- 
raisin olevasta rasvattomasta proteiinipi- 
toisesta materiaalista, kuten herasta, 
rasvattomasta maidosta tai kaseiiniliuok- 
sesta. Lisaksi keksinnon kohteena kyseisen 
proteiinikoostumuksen valmistus ja kaytto 
seka sita sisaltavat valmisteet, kuten 
oleellisesti insuliini ttomat aidinmaidon- 
korvikkeet ja muut erityisravintovalmis- 
teet, ja naiden valmistus. 
(ei kuvaa) 



Kuva 1: 

IgG-luokan vasta-ainetaso naudan insuliinia kohtaan 6 kuukauden 
ikaisilla lapsilla, jotka ovat saaneet pelkastaan rintamaitoa tai 
lisaruokintana tavallista aidinmaitokorviketta (Enfamil®) 
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